


















exhibited a high  level of antibiotic resistance, which has  led  to huge pressures on public health. 




size.  Phage  LPSEYT  demonstrated  potential  efficiency  as  a  biological  control  agent  against 








Salmonella  is one of  the most commonly  reported microorganisms associated with  foodborne 
disease  [1]. Salmonellosis  in humans  is closely  linked with  the  ingestion of pathogenic Salmonella 
contaminated vegetables, fruits, and animal products. Salmonella contamination frequently happens 
during  food production  (e.g., harvest, packinghouse)  and during  food handling processes  in  the 
kitchen  [2].  Although  various  intervention  strategies  have  been  globally  developed  and 
implemented,  salmonellosis  remains  one  of  the most  commonly  reported  anthropozoonoses.  In 







and  human  health.  For  example,  the  observation  that  bacterial  cross‐contamination  during 
transportation and storage results in high levels of multi‐drug resistance, where some isolates were 
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even  resistant  against  triclosan  [6,7].  The  application  of  antibiotics  to  reduce  the  burden  of 
salmonellosis in farm production has caused severe problems in respect to the rapid emergence of 
antibiotic‐resistant strains. A study in Changchun, China, reported that 93.75% of the 48 Salmonella 
strains  isolated  from  chicken and pork  showed  resistance  to antibacterial agents, and 25% of  the 
isolates were multidrug‐resistant strains  [8]. Under  these circumstances,  the development of new 








Drug Administration  (FDA)  and  Food  Safety  and  Inspection  Service  of  the U.S. Department  of 







which  belonged  to Myoviridae  family,  they  fell  into  five  genera  (recorded  in  ICTV),  including 
Felixo1virus, P2virus, S16virus, Se1virus, and Spn3virus [18]. Other characterized Salmonella phages of 
the Myoviridae  family  remained  unclassified.  In  the  early  days,  both  double‐stranded  or  single‐
stranded RNA or DNA phages were classified according to the taxonomic classification, which was 
based  on  morphological  similarity  and  the  composition  of  nucleic  acids  [19,20].  With  the 
development of sequencing technology, taxonomical classifications have become more precise on the 















application  to  the  food  chain,  and  it  is  proposed  that  phage  LPSEYT,  together with  BP63  and 
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intervals. Before the titration, the second set of samples was treated with 1% chloroform to artificially 













[26]. The  sequencing of  the LPSEYT was performed using  the HiSeq platform  (Illumina, United 





sequences  were  identified  using  SignalP  v3.0  (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP‐3.0/).  The 












respectively.  Phosphate‐buffered  saline  (PBS)  was  added  to  milk  samples  as  negative  control. 
Samples were either incubated at 4 °C (refrigerated conditions) or at 25 °C for 6 h. Aliquots of milk 
sample were  removed  for bacterial  enumeration  after  0,  2,  4,  6 h of  incubation  according  to  the 
method of Tomat et al. [33]. Assays were conducted in triplicate.   
Lettuce was purchased  at  local  supermarket  and  stored  at  4  °C.  Samples were prepared  as 
described previously [26]. The inner leaves of lettuce were washed with 75 % ethanol and allowed to 
air dry. The  leaves were cut  into disks of 1.5 cm  in diameter using  sterile knife,  followed by UV 
treatment on both sides for 1 h to disinfect. The prepared samples were artificially contaminated with 























LPSEH  LPSEO  LPSER  LPSEX  LPSEYT 
S. Enteritidis ATCC 13076  +  +  +  +  + 
S. Enteritidis SJTUF 10978  +  +  +  +  + 
S. Enteritidis SJTUF 10984  +  +  +  +  + 
S. Enteritidis LSE4 (LK5)  +  +  +  +  + 
S. Enteritidis SGSC 4901  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium ATCC 14028  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium ATCC 13311  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium LST2 (ST‐8)  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium LST4 (UK‐1)  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium LST8 (SL1344)  +  +  +  +  + 
S. Typhimurium SGSC 4903  +  +  +  +  + 
S. Typhi LSX1 (CT18)  +  +    +  + 
S. Typhi LSX2 (Ty2)  +  +    +  + 
S. pullorum CVCC 519  +  +  +  +  + 
S. pullorum CVCC 534  +    +    + 
Escherichia coli LEC4 (DH5α)      +    + 
Escherichia coli LEC6 (BL21)           
Escherichia coli LEC10 (D41)          + 






the proliferation of bacteria  after  6 h. Hence, LPSEYT was  selected  for  further  study. To  further 























contractile  tail  [19]. TEMs of phage LPSEYT  showed  a  typical neck  and  a  contractile  tail, which 
suggests it is a member of the Myoviridae family (Figure 2A,B). The capsid of LPSEYT was measured 
as 90.1 ± 2.9 nm in length and 48.8 ± 3.1 nm in width (n = 10). According to the phage nomenclature 
proposed  by Kropinski  et  al.  [38],  the phage  name  is  vB_SalM‐LPSEYT.  Phage LPSEYT did  not 
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reduction in phage titer was observed after exposing the phage sample to pH 411 for 60 min (Figure 
2E).  The  titer  of  phage  LPSEYT  decreased  below  the  detection  threshold  (2  log  PFU/mL) when 
exposed  to strong acid  (pH <4) or alkali  (pH >11). For  temperature  tolerance,  the survival rate of 





over  the  pH  range  of  5  to  8  [36].  LPSEYT  is more  likely  to  retain  antibacterial  activity  under 
challenging conditions, such as those experienced during food processing.   
Mitomycin C induction of the Salmonella hosts of LPSEYT resulted in plaque formation likely 
due  to  the prophage  excision of  indigenous  lysogens  [43]. The presence of  the  lysogens did not 






















and  2.34  log10 CFU/sample  at  25  °C  (Figure  3D)  after  6  hours  of  incubation.  It  is  clear  that  the 
antimicrobial  effect of bacteriophage LPSEYT was greater  at  25  than 4  °C. This  is not  surprising 
considering  phage  infection  is  dependent  on  the  replication  of  their  bacterial  host.  It would  be 
difficult  for phages  to replicate effectively given the reduced metabolism of  their bacterial host  in 
refrigerated conditions.   















Thirty‐four predicted proteins  showed significant homology  to proteins with known  functions  in 
NCBI database  (Table S2). Homologues of  the  remaining  thirty‐nine ORFs were uncharacterized 
proteins. Of the coding functions identified, these could classified as structural proteins and proteins 
involved  in  cell  lysis, nucleotide metabolism,  and genome  replication  (Figure  4). The  absence of 
integrases, repressors, transposases, excisionases, antimicrobial‐resistant genes, and virulence factor 
homologues within the genome supported that phage LPSEYT is a virulent phage and is suitable for 




LPSEYT also drew our attention. The holin  is nominally a  class  III holin but  the  topology of  the 
transmembrane domain (TMD) of this holin is predicted to be different to the prototype class III holin 
of bacteriophage T4 [47,48]. Although previously not evident in Salmonella phages, the topology of 





for Gram‐negative  species  so  that  such  endolysins  could  exhibit  exogenous  antibacterial  activity 
without outer membrane permeabilization [51]. This could mean that the endolysin of LPSEYT might 
possess exogenous antibacterial activity. 


















































USA  KX397364.1  246,291  1e‐16  283  1%  66%  unpubl
ished 




































China  KU522583.1  146,647  3e‐12  204  < 1%  71%  unpubl
ished 
3.5. Classification of Lytic Phage LPSEYT and a New Genus LPSEYTvirus Can Be Proposed 
The established method  for classifying myoviruses  into a genus  is 40% of proteins matching 






















Salmonella phage BP63  Caudovirales  unclassified  52.437  NC_031250  70  95.89%  unpublished 
Salmonella phage UPF_BP2  Caudovirales  unclassified  54.894  KX826077  47  64.38%  unpublished 
Paracoccus phage vB_PmaS_IMEP1  Siphoviridae  unclassified  42.093  NC_026608  7  9.59%  unpublished 
Achromobacter phage JWX  Siphoviridae  Steinhofvirus  49.714  NC_028768  4  5.48%  [56] 
Acinetobacter phage SH‐Ab 15497  unclassified  unclassified  43.42  MG674163  4  5.48%  unpublished 
Burkholderia phage BcepGomr  Siphoviridae  unclassified  52.414  NC_009447  4  5.48%  unpublished 
Burkholderia phage KL1  Siphoviridae  Septimatrevirus  42.832  NC_018278  4  5.48%  [57] 
Pantoea phage vB_PagS_Vid5  Siphoviridae  Vidquintavirus  61.437  MG948468  4  5.48%  unpublished 
Pseudomonas phage 73  Siphoviridae  Septimatrevirus  42.999  NC_007806  4  5.48%  [58] 
Pseudomonas phage JG054  Siphoviridae  Nipunavirus  57.839  KX898400  4  5.48%  unpublished 
Pseudomonas phage NP1  Siphoviridae  Nipunavirus  58.566  NC_031058  4  5.48%  unpublished 
Pseudomonas phage PaMx42  Siphoviridae  Septimatrevirus  43.225  NC_028879  4  5.48%  [59] 
Pseudomonas phage vB_PaeS_SCH_Ab26  Siphoviridae  Septimatrevirus  43.056  HG962376  4  5.48%  [60] 
Stenotrophomonas phage vB_SmaS‐DLP_2  Siphoviridae  Septimatrevirus  42.593  NC_029019  4  5.48%  [61] 
Vibrio phage VpKK5  Siphoviridae  unclassified  56.637  NC_026610  4  5.48%  [62] 
Xanthomonas phage XAJ2  unclassified  unclassified  49.241  KU197014  4  5.48%  unpublished 
a The number of homologous proteins between LPSEYT and other phages. 
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were  shown  in  the  phylogenetic  tree  (Figure  5A,B).  The  phylogenetic  analysis  confirmed  the 
taxonomy  listed  in  Tables  4  and  S3,  in which  partial myoviruses  have  been  grouped  into  six 
subfamilies  and  Salmonella  phages  have  been  classified  to  five  phage  genera. As  expected,  the 







Figure  5.  Phylogenetic  analysis  of  selected  phages  and  phages  of  the  new  proposed  genus 
LPSEYTvirus  based  on  (A)  terminase  large  subunit  and  (B) major  capsid  protein.  The  relative 
distances of each main branch are shown in the figure. The arc with the same color is used to exhibit 





Family  Subfamily  Genus  Phage  Accession    Country  Genome length (kb) 
Myoviridae  unknown  Spn3virus  Salmonella virus SPN3US  NC_027402  South Korea  240.413 
Myoviridae  Ounavirinae  Felixo1virus  Salmonella virus FelixO1  AF320576  USA  86.155 
Myoviridae  Ounavirinae  Felixo1virus  Salmonella virus HB2014  unknown  unknown  unknown 
Myoviridae  Ounavirinae  Felixo1virus  Salmonella virus Mushroom  KP143762  USA  87.709 
Myoviridae  Ounavirinae  Felixo1virus  Salmonella virus UAB87  JN225449  Espanya  87.603 
Myoviridae  Peduovirinae  P2virus  Salmonella virus Fels2  NC_010463  USA  33.693 
Myoviridae  Peduovirinae  P2virus  Salmonella virus PsP3  NC_005340  USA  30.636 
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Myoviridae  Peduovirinae  P2virus  Salmonella virus SopEphi  unknown  unknown  unknown 
Myoviridae  Tevenvirinae  S16virus  Salmonella virus S16  NC_020416  Switzerland  160.221 
Myoviridae  Tevenvirinae  S16virus  Salmonella virus STML198  NC_027344  USA  158.099 
Myoviridae  Vequintavirinae  Se1virus  Salmonella virus SE1  GU070616  Portugal  145.964 




potent  anti‐Salmonella  effect  that makes  it  a promising  agent  for  application  in  food production. 
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